
I 




® BUNDESREPUBLIK ® Offenlegungsschrift 

DEUTSCHLAND - DE 198 24 230 A 1 




DEUTSCHES 
PATENT- UND 
MARKENAMT 



@ Aktenzeichen: 
@ Anmeldetag: 
® Offenlegungstag: 



198 24 230.1 
29. 5.98 
2. 12.99 



(I) 



® Int.CL 6 : 

C 07 K 16/00 

C 07 K 14/435 

A 61 K 39/395 

C 12 N 15/11 

C 07 H 21/04 

C 12 N 15/63 

C 12 N 5/10 

C 12 N 1/00 

A 61 K 48/00 

A 61 K 38/1 7 

C 12 Q 1/68 

//G01N 33/53,33/68 



CO 
CM 

<* 
CM 

00 

Q 



® 


Anmelder 


(56) Fur die Beurteilung der Patentfahigkeit in Betracht 




Stamnski-Powitz, Anna, Prof. Dr., 60318 Frankfurt, 


zu ziehende Druckschrtften: 




DE 


DE 195 48 122 A1 






WO 96 40 720 A1 


® 


Vertreter: 


WO 95 16 466 A1 




H. Weickmann und Kollegen, 81679 Munchen 


WO 94 05 268 A1 




Chemical Abstracts: 


® 


Erfinder: 


VoL128, 1998, Ref. 320180d; 


Vol.128, 1998, Ref. 317648g; 




Starzinski-Powitz, Anna, Prof. Dr., 60318 Frankfurt, 


Vol.127, 1997, Ref. 277204e; 




DE; Kotzian, Silvia, Dipl.-Biol., 65795 Hattersheim, 


Vol.127, 1997, Ref. 2037 18d; 




DE; Handrow-Metzmacher, Heike, Dipl.-Biol., 60433 


Vol.127, 1997, Ref. 107447u; 




Frankfurt, DE 


Vol.126, 1997, Ref. 184658v; 






Vol.120, 1994, Ref. 103448c; 






BIOSIS: 






Ref. 98:264048; 






Ref. 97:414944; 






MEDLINE: 






Ref. 97264341; 






Ref. 96207227; 






EMBL, Ref. AL023586; 



Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

@ Neues Endometriose-assoziiertes Gen 

(57) Die vorliegende Erfindung betrifft ein mit invasiven 
Prozessen, z. B. Endometriose assoziertes Gen, ein davon 
kodiertes Polypeptide einen gegen das Polypeptid gerich- 
teten Antikorper sowie die pharmazeutische Anwendung 
der Nukleinsaure, des Polypeptids und des Antikorpers. 



o 

CO 
CM 

CM 

00 
0> 



BUNDESDRUCKEREI 10.99 902 048M80/1 30 



DE 198 24 230 A 1 



t r- 



Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein mit invasiven Prozessen, z. B. Endometriose assoziiertes Gen, ein davon ko- 
diertes Polypeptid, einen gegen das Polypeptid gerichteten Antikdrper sowie die pharmazeutische Anwendung der Nu- 
5 kleinsaure, des Polypeptids und des Antikorpers. 

Die Endometriose 1st die zweithaufigste Frauen kr an kheit und wird als das Vorkommen von Gebarmutterschleimhaut- 
zellen auBerhalb der Gebarmutter definiert. Von der Endometriose ist etwa jede fiinfte Frau im reproduktionsfahigen Al- 
ter betroffen, bei Frauen mit Fruchtbarkeitsproblemen sogar jede zweite. 

Unter normalen Umstanden findet sich Gebarmutterschleimhaut (Endometrium) ausschlieBlich in der Gebarmutter. 
io Bei der Endometriose-Erkrankung findet man auBerhalb der Gebarmutter Gewebe, das histologisch wie Gebarmutter- 
schleimhaut aussieht, beispielsweise auBen an der Gebarmutter, am Darm oder sogar in der Bauchspeicheldriise oder 
Lunge. Obwohl diese Endometriose- Herde auBerhalb der Gebarmutter lokalisiert sind, bluten sie ebenfalls wahrend der 
Menstruation, werden also durch die Hormone des weib lichen Zyklus beeinfluBt, Da die Endometriose-Herde ebenso 
wie die Gebarmutterschleimhaut im Zyklus Volumenanderungen durchlaufen, konnen je nach Lokalisation durch diese 
15 Veranderungen Schmerzen verursacht werden. Daiuber hinaus reagiert der Korper mit einer En tziindungsreakti on auf die 
I Endometriose-Zellen, was wiederum Schmerzen auslost. Weiterhin fuhrt die Entziindung zu Verwachsungen im Bereich 

der Eierstocke und Eileiter und ist hierdurch verantwortlich fur eine sog. mechanische Sterilitat der betrolTenen Frauen. 
Offenbar werden bei der Endometriose jedoch auch Botenstoffe (z. B. Zytokine, Prostaglandine) freigesetzt, die selbst 
bei nichtvorhandenen Verwachsungen die Fertilitat der betroffenen Frauen mindem konnen. 
20 Aufgrund ihrer patho-biologischen Eigenschaften konnte man Endometriose-Zellen zwischen normale Zeilen und lu- 
morzellen einordnen: Einerseits zeigen sie kein neoplastisches Verhalten, andererseits haben sie jedoch wie metastasie- 
rende Tumorzellen die Fahigkeit, sich organgrenzuberschreitend im Organismus zu bewegen und in andere Organe ein- 
■ zuwachsen, d. h. sie zeigen invasives Verhalten. Aus diesem Grunde werden Endometriose-Zellen in der Literatur als 

"gutartige Tumorzellen" definiert, obwohl in derartigen Zellen bisher keine tumorspezifischen Mutationen in Proto-On- 
25 kogenen gefunden wurden. 

Da bis heute die Pathogenese der Endometriose noch vollig ungeklart ist, gibt es bisher noch keine wirksame Thera- 
pie- oder Praventionsmoglichkeiten von Endometriose- ass oziierten Krankheiten. 

Der Erfindung lag die Aufgabe zugrunde, neue Gene zu identifizieren, die bei invasiven Prozessen eine Rolle spielen 
und die mit dem pathophysiologischen Phanotyp der Endometriose assoziiert sein konnen. 
30, Diese Aufgabe wird erfindung sgemaB gelost durch die Identifizierung, Klonierung und Charakterisierung eines Gens, v 
% das als Endometrioseassoziertes Gen bezeichnet wird und fur ein Polypeptid kodiert. Diese Gensequenz wurde mit Hilfe 

% der Differential-Display-RT-PCR (Liang und Pardee, Science 257 (1992), 957-971) entdeckt. Hierzu wurden invasive 

H und nichtinvasive Varianten einer Endometriosezeilinie miteinander verglichen. Dabei stieB man auf eine cDNA-Se- 

quenz, welche spezifisch fur die invasive Variante der Endometriose-Zellen ist. Man fand eine zugehorige RNA von 4 kb 
35 Lange. Eine entsprechende aus einer cDNA-Phagenbank isolierte cDNA weist einen ofFenen Leserahmen (ORF) von 
302 Aminosauren auf. 

Ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine Nukleinsaure, welche 

(a) die in SEQ ID NO. 1 dargestellte Nukleotidsequenz oder einen Proteinkodierenden Abschnitt davon, 
40 (b) eine der Sequenz aus (a) im Rahmen der Degeneration des genetischen Codes entsprechende Nukleotidsequenz 

oder 

(c) eine mit den Sequenzen aus (a) und/oder (b) unter stringenten Bedingungen hybridisierende Nukleotidsequenz 
umfaBt. 



45 Diese Nukleinsaure kodiert vorzugsweise fur ein Polypeptid, das mit invasiven Prozessen assoziiert ist, oder einen Ab- 
schnitt davon. 

In der EMBL-EST-Datenbank sind die folgenden Nukieotidsequenzen mit den folgenden Zugriffsnummern abgelegt: 
Z98886, Ac0030l7, Aa452993, Aa452856. Diese Sequenzen stellen keine erfindung sgemaBen Nukleinsauren dar. Die 
ersten beiden dieser Sequenzen sind DNAs, die aus Menschenhirn isoliert wurden und jeweils mit den Abschnitten von 
50 Nukleotid 970 bis ca. 2000 und von 760 bis ca. 1450 eine uber 90%ige Basenidentitat zeigen mit SEQ ID NO. 1 . 

Die Sequenzen Aa452993 und Aa452856 stammen aus Mausembryonen und zeigen Basenidentitat mit den Nukleoti- 
den von ca. 1 060 bis ca. 1450 bzw. von ca. 24 bis 440 von SEQ ID NO. 1. Keiner dieser 4 Sequenzen ist bisher ein Le- 
seraster oder eine Funktion zugeordnet word en. 

Die in SEQ ID NO. 1 dargestellte Nukleotidsequenz enthalt einen offenen Leserahmen. welcher einem Polypeptid mit 
55 einer Lange von 302 Aminosauren entspricht (SEQ ID NO. 2). Dieses Polypeptid ist in der SEQ ID NO. 2 dargestellten 
Aminosauresequenz angegeben, SEQ ID NO. 2 stellt einen Abschnitt des C-terminalen Endes des nativen Polypeptids 
dar. 

Neben der in SEQ ID NO. 1 gezeigten Nukleotidsequenz und einer dieser Sequenz im Rahmen der Degeneration des 
genetischen Codes entsprechende Nukleotidsequenz umfaBt die vorliegende Erfindung auch Nukieotidsequenzen, die 

60 mit einer der zuvor genannten Sequenzen hybridisieren. Der Begriff "Hybridisierung" gemaB vorliegender Erfindung 
wird bei Sambrook et al. (Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989), 
1 .101-1.104) verwendet. Vorzugsweise spricht man von einer stringenten Hybridisierung, wenn nach dem Waschen fur 
eine Stunde mit IxSSC und 0,1% SDS bei 50°C, vorzugsweise bei 55°C, besonders bevorzugt bei 62°C und am nieisten 
bevorzugt bei 68°C, insbesondere fur 1 h in 0,2xSSC und 0,1% SDS bei 55°C, vorzugsweise bei 55°C, besonders bevor- 

65 zugt bei 62°C und am meisten bevorzugt bei 68°C noch ein positives Hybridisierungssignal beobachtet wird. Eine unter 
derariigen Waschbedingungen mit der in SEQ ID NO. 1 gezeigten Nukleotidsequenz oder einer dieser Sequenz im Rah- 
men der Degeneration des genetischen Codes entsprechenden Nukleotidsequenz hybridisierende Nukleotidsequenz ist 
eine erfmdungsgemafie Nukleotidsequenz. 
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Vorzugsweise ist die erfindungsgemaBe Nukleotidsequenz eine DNA. Sie kann jedoch audi eine RNA oder ein Nukle- 
insaureanalogon, wie etwa eine peptidische Nukleinsaure, umfassen. Besonders bevorzugt umfaBt die erfindungsgemaBe 
Nukleinsaure einen Protein-kodierenden Abschnitt der in SEQ ID NO. 1 dargestellten Nukleotidsequenz oder eine Se- 
quenz, die cine Homologie von mehr als 80%, vorzugsweise mehr als 90% und besonders bevorzugt mehr als 95% zu der 
in SEQ ID NO. 1 dargestellten Nukleotidsequenz oder einen vorzugsweise mindestens 20 Nukleotide (nt) und besonders 5 
bevorzugt mindestens 50 nt langen Abschnitt davon aufweist. 

ErfindungsgemaBe Nukleinsauren sind vorzugsweise aus Saugem undinsbesondere aus dem Menschen erhaltlich. Sie 
konnen nach bekannten Techniken unter Verwendungen kurzer Abschnitte der in SEQ ID NO. 1 gezeigten Nukleotidse- 
quenz als Hybridisierungssonden und/oder als Amplifikationsprimer isoliert werden. Weiterhin konnen erfindungsge- 
maBe Nukleinsauren auch durch chemische Syn these hergestellt werden, wobei ans telle der iiblichen Nukleotidbausteine 10 
gegebenenfalls modifizierte Nukleotidbausteine, z. B. 2'-0-alkylierte Nukleotidbausteine eingesetzt werden konnen. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind die von einer wie oben definierten Nukleinsaure kodierten 
Polypeptide. Diese Polypeptide enthalten vorzugsweise 

(a) die in SEQ ID NO. 2 dargestellte Aminosauresequenz oder 15 

(b) eine Homologie von mehr als 70%, vorzugsweise von mehr als 80% und besonders bevorzugt von mehr als 
90% zu der Aminosauresequenz gemaB (a). 

Neben den in SEQ ID NO. 2 dargestellten Polypeptiden betrifft die Erfindung auch Muteine, Varianten und Fragmente 
davon. Darunter sind Sequenzen zu vefstehen, die sich durch Substitution, Deletion und/oder Insertion einzelner Amino- 20 
sauren oder kurzer Aminosaureabschnitte von den in SEQ ID NO, 2 dargestellten Aminosauresequenzen unterscheiden. 

Unter den Begriff "Variante" fallen sowohl naturlich vorkomrnende allelische Variationen oder SpleiBvariationen des 
Endometrioseproteins, so wie durch rekombinante DNA-Technologie (insbesondere in vitro-Mutagenese mit Hilfe von 
chemisch synthetisierten Oligonukleotiden) erzeugte Proteine, die hinsichtlich ihrer biologischen und/oder immunolgi- 
schen Aktivitat den in SEQ IN NO. 2 dargestellten Proteinen im wesentlichen entsprechen. Ebenfalls fallen unter diesen 25 
Begriff auch chemisch modifizierte Polypeptide. Hierzu gehoren Polypeptide, die an den Termini und/oder an reaktiven 
Aminosaureseitengruppen durch Acylierung, z. B. Acetylierung oder Amidierung, modifiziert sind. Zu den erfindungs- 
gemaBen Aminosauresequenzen gehoren auch Polyp eptidfragmente (Peptide), die einen mindestens 10 Aminosauren 
langen Abschnitt der in SEQ ID NO. 2 gezeigten Aminosauresequenz darstellen. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegender Erfindung ist ein Vektor, der mindestens eine Kopie einer erfindungsgema- 30 
Ben Nukleinsaure enthalt. Dieser Vektor kann ein beliebiger prokaryontischer oder eukaryontischer Vektor sein, auf dem 
sich die erfindungsgemaBe DNA-Sequenz vorzugsweise in Verbindung mit Express ions si gnalen, wie etwa Promotor, 
Operator, Enhancer etc. befindet. Beispiele fur prokaryontische Vektoren sind chromosomale Vektoren. wie etwa Bakte- 
riophagen, und extrachromosomale Vektoren, wie etwa Plasmide, wobei zirkulare Plasmidvektoren besonders bevorzugt 
sind. Geeignete prokaryontische Vektoren sind z. B. bei Sambrook et al., supra, Kapitel 1-4, beschrieben. Besonders be- 35 
vorzugt ist der erfindungsgemaBe Vektor ein eukaryontischer Vektor. z. B. ein Hefevektor, oder ein fur hohere Zellen ge- 
eigneter Vektor. z. B. ein Plasmidvektor, viraler Vektor oder Pfianzenvektor. Derartige Vektoren sind dem Fachmann auf 
dem Gebiet der Molekularbiologie gelaufig, so daB hier nicht naher darauf eingegangen werden muB. Insbesondere wird 
in diesem Zusam men hang auf Sambrook et al,, supra, Kapitel 16, verwiesen. 

Die Erfindung betrifft auch einen Vektor, der einen mindestens 21 Nukleotide langen Abschnitt der in SEQ ID NO. 1 40 
dargestellten Sequenz erhalt. Vorzugsweise besitzt dieser Abschnitt eine Nukleotidsequenz, die aus dem Nukleotid-ko- 
dierenden Bereich der in SEQ ID NO. 1 dargestellten Sequenz oder einem fur die Expression des Proteins wesentlichen 
Bereich stammt. Diese Nukleinsauren eignen sich besonders zur Herstellung von therapeutisch einsetzbaren Antisense- 
Nukleinsauren, die vorzugsweise bis zu 50 Nukleotide lang sind. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine Zelle, die mit einer erfindungsgemaBen Nukleinsaure 45 
oder einem erfindung sgemaBen Vektor transform! ert ist. Die Zelle kann sowohl eine eukaryontische als auch eine proka- 
ryontische Zelle sein. Verfahren zur Transformation von Zellen mit Nukleinsauren sind allgemeiner Stand der Technik 
und brauchen daher nicht naher erlautert zu werden. Beispiele fur bevorzugte Zellen sind eukaryontische Zellen, insbe- 
sondere tierische und besonders bevorzugt Saugerzellen. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Andkorper gegen das vom Endometriosegen kodierte Pro- 50 
tein oder Varianten davon. Besonders bevorzugt sind derartige Antikorper gegen die gesamten Polypeptide oder gegen 
eine Peptidsequenz gerichtet, die den Aminosauren 1-302 der in SEQ ID NO. 2 dargestellten Aminosauresequenz ent- 
spricht. 

Die Identifizierung, Isolierung und Expression eines erfindungsgemaBen Gens, das speziell mit invasiven Prozessen 
x und insbesondere mit der Endometriose assoziiert ist, liefert die Voraussetzungen fur die Diagnostik, Therapie und Pra- 55 

vention von Erkrankungen, die auf derartigen oben genannten Storungen beruhen. 

Mit Hilfe eines erfindungsgemaBen Polypeptids oder Fragmenten dieses Polypeptids als Immunogen wird es rnoglich, 
Antikorper gegen derartige Polypeptide herzustellen. Die Herstellung von Antikorpem kann dabei auf ubliche Weise 
durch Immunisierung von Versuchstieren mit dem vollstandigen Polypeptid oder Fragmenten davon und anschlieBende 
Gewinnung der resultierenden polyklonalen Antiseren erfolgen. Nach der Methode von Kohler und Milstein und deren 60 
Weiterentwicklungen konnen aus den Antikorper-produzierenden Zellen der Versuchstiere auf bekannte Weise durch 
Zellfusion monoklonale Antikorper erhalten werden. Ebensp konnen nach bekannten Methoden humane monoklonale 
Antikorper hergestellt werden. Derartige Antikorper konnten dann sowohl fur diagnostische Tests, insbesondere von En- 
.. ; dometriosezellgewebe, oder auch fur die Therapie verwendet werden. Diagnostische Untersuchungen konnen auch mit 

Hilfe spezifischer Nukleinsauresonden zurn Nachweis auf Nukleinsaureebene, z. B. auf Gen- oder Transkriptebene, 65 
durchgefiihrt werden. 

Weiterhin ennoglicht die Bereitstellung der erfindungsgemaBen Nukleotid- und Aminosauresequenzen eine gezielte 
Suchc nach Effektoren der Polypeptide/Proteine. Etfektoren smd Stoffe, die auf das erfindungsgemaBe Polypeptid inhi- 
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bitorisch oder aktivierend wirken, und die in der Lage sind, die durch die Polypeptide gesteuerten Zellfunktionen selektiv 
zu beeinflussen. Diese konnen dann bei der Therapie von entsprechenden Krankheitsbildem, wie etwa solchen, die auf 
invasiven Prozessen beruhen, eingesetzt werden. Ein Gegenstand der Erfindung ist somit auch ein Verfahren zur Identi- 
fizierung von Effektoren der Endo me trios eproteine, wobei man Zellen, die das Protein exprimieren, mit verschiedenen 
5 potentiellen Effektorsubstanzen, z. B. niedermolekularen Stoffen, in Kontakt bring t und die Zellen auf Veranderungen, 
z, B. zellaktivierende, zellinhibierende, zellproliferative und/oder zellgenetische Veranderungen, analysiert. Auf diese 
Weise las sen sich auch Binde targets der Endometrioseproteine identifizieren. 

Da viele Tumorerkrankungen mit invasiven Prozessen einhergehen, Iiefert die Entdeckung des Gens gemaft der Erfin- 
dung zusatzlich Moglichkeiten fiir die Diagnose, Prevention und Therapie von krebsartigen Krankheiten. 
10" Die Entdeckung eines Gens, welches fiir invasive Prozesse mit verantwortlich ist, eroffnet nicht nur Moglichkeiten zur 
■h Behandlung von Krankheiten, die auf derartigen Zellveranderungen beruhen, sondern es konnen die erfindungsgemaBen 

Sequenzen auch verwendet werden, urn sich derartige Prozesse nutzbar zu machen. Dies konnte bei spiels weise bei der 
Implantation von Embryonen von Bedeutung sein. 
£i Die vorliegende Erfindung betrifft somit ebenfalls eine pharmazeutische Zusarnmensetzung, die als aktive Kompo- 

3 15 nenten Nukleinsauren, Vektoren, Zellen, Polypeptide, Peptide und/oder Antikorper. wie zuvor angegeben, umfaBt. 

% Die erfindungsgemaBe pharmazeutische Zusarnmensetzung kann weiterhin pharmazeutisch iibliche Trager-, Hilfs- 

und/oder Zusatzstoffe, sowie gegebenenfalls weitere aktive Komponenten enthalten. Die pharmazeutische Zusarnmen- 
setzung kann insbesondere zur Diagnostik, Therapie oder Prevention von Erkrankungen eingesetzt werden, die mit inva- 
siven Prozessen assoziiert sind. Weiterhin kann die erfindungsgemaBe Zusarnmensetzung auch zur Diagnostik einer Pra- 
20 disposition fur solche Erkrankungen eingesetzt werden, insbesondere bei der Diagnostik eines Risikos fiir Endometriose, 
Die Erfindung wird durch die folgenden Beispiele und Sequenzprotokolle naher erlautert 
SEQ ID NO. 1: 

;; stellt eine Nukleotidsequenz dar, die fiir das Endometriose-assoziierte Gen kodierende genetische Information enthalt, 

wobei ein offener Leserahmen von Nukleotid 3 bis 911 reicht, und 
25 SEQ ID NO. 2: 

stellt die Aminosauresequenz des offenen Leserahmens der in SEQ ED NO. 1 gezeigte Nukleotidsequenz dar, wobei die 
Aminosauresequenz des offenen Leserahmens von Aminosaure 1 bis 302 reicht. 

Beispiele 

30 

■M Beispiel 1 



V...1S 



Kultivierung von Zellen 

35 Zur Identifizierung eines Endometriose-assoziierten Gens wurden invasive und nicht-invasive Zellen der epithelialen 
Endometriosezellinie EEC 1451^" verwendet. Die Zellen wurden in Dul bee co-Medium (DMEM) mit 10% fetalem Kal- 
berserum kultiviert und 2x pro Woche 1 : 5 verdiinnt (Passage). Fiir den Vergleich der Expression smuster mittels DDRT- 
PCR (siehe unten) wurden invasive Zellen der Passage 17 und nicht invasive Zellen der Passage 33 verwendet. Die Zel- 
len wurden mit SV40 transformiert und durch Differential Display Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction 

40 (DDRT-PCR) analysiert, 

Beispiel 2 
DDRT-PCR 

45 

Bei dieser von Liang und Pardee entwickelten Methode handelt es sich urn ein Verfahren zur Unterscheidung der Ex- 
pressionsmuster verschiedener Zellarten oder des wechselnden Expressionsmusters einer Zellart unter verschiedenen 
Lebensbedingungen oder wahrend wechselnder Entwicklungsstadien (Liang und Pardee (1992), Science 257, 967-971). 
Die Grundlage der DDRT-PCR-Technik basiert auf der Uberlegung, daB in jeder Zelle etwa 15 000 Gene exprimiert wer- 

50 den und prinzipiell jedes einzelne mRNA-Moiekul mittels reverser Trans kription und Amplifikation mit zufalligen Pri- 
mern dargestellt werden kann. 

In diesem Beispiel wurde die zellulare PolyA + -RNA zunachst mit Hilfe mehrerer verschiedener dTnVX-Primer 
(Downstream-Primer. Ankerprimer) in cDNA umgeschrieben. Die resultierenden cDNA-Populationen wurden dann mit 
4 Downstream- und 20 Upstream-Primern aus dem RNA-Map™-Kit der Firma Genhunter, Nashville (1 994), unter Zug- 

55 abe eines radioaktiv markierten Nukleotids PCR-amplifiziert. Nach der Amplifikation wurden die Reaktionsansatze im 
Vakuum eingeengt und die erhaltenen cDNA-Fragmente in einem sechsprozentigen nativen PAA-Gei (Polyacrylamid) 
aufgetrennt. Die DNA-Detekfion erfolgte durch Autoradiographic PCR-Ansatze ? die fiir die beiden zu untersucbenden 
Zellvarianten deutliche Unterschiede imBandenmuster zeigten, wurden zweifach wiederholt, umdie Reproduzierbarkeit 
zu uberpriifen. Bestatigten sich die zuvor gefundenen Unterschiede, wurden die Banden nach bekannten Verfahren aus 

60 dem Gel eluiert, reamplifiziert, kloniert und sequenziert. 

Durch diese Methode fand man ein 394 bp langes Fragment (Fragment l r Nukleotide 1235 bis 1628 der in SEQ ID 
NO. 1 dargestellten Nukleinsauresequenz), welches fiir die invasive Zellvariante spezifisch war. Dieses Fragment 1 
wurde in der Northern Blot Analyse (siehe unten) als Sonde verwendet. 

65 
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Bei spiel 3 
Northern Blot Analysen 

Zur Uberpriifung des Expressionsmusters fur das DDRT-PCR-Fragment 1 wurden Northern Blot Analysen durchge- 
fiihrt. Dazu wurden 20 ug Gesamt-RNA bzw. 4 ug PolyA + -RNA in l%igen denaturierenden Agarosegelen aufgetrennt 
und iiber Nacht auf eine Nylonmembran iibertragen. Die RNA wurde durch Bestrahlung mit UV-Licht auf der Membran 
flxiert. Die Hybrid isierung niit 32 P-markierten Sonden (Markierung mittels RPL-Kit derFirma Amersham) erfolgte iiber 
Nacht in einer formamidbaltigen Hybridisierungslosung bei 42°C. Anschlieftend wurde die Membran mit steigender 
Stringenz gewaschen, bis eine punktuelle Intensitat der radioaktiven Strahlung meBbar war. Die Darstellung des Hybri- 
disierungsmusters erfolgte durch Auflegen eines Rontgenfilms (NEF-NEN: Firma DuPont) und Exposition iiber mehrere 
Tage, Zur Bestimmung des Expressionsmusters fur DDRT-PCR-Fragment 1 wurden Northern Blot Analysen mit RNA 
aus folgenden Zellen bzw, Geweben durchgefiihrt: 

- invasive Zellen der epithelialen Endometriosezellinie EEC 1457* (Pas sage 17) 

- nicht invasive Zellen der epithelialen Endometriosezellinie EEC145T+ (Passage 33) 

- Zellen der peri tonealen Zellinie EEC143T 1 " 

- Endometriumgewebe 

- Zellen der invasiven humanen Blasenkarzinomzellinie EJ28 

- Zellen der nichtinvasiven humanen Blasenkarzinomzellinie RT112. 

Nach Hybridisierung mit der Sonde fur DDRT-PCR-Fragment 1 konnte eine etwa 4 kb groBe mRNA detektiert wer- 
den, die ausschlieBlich in der invasiven Variante der Endometriosezellinie EEC145T 1 " nachgewiesen werden konnte. Es 
wurden weitere humane Gewebe getestet. In der Miiz fand sich eine mRNA von 4 kb Lange, die mit Fragment 1 eindeu- 
tig hybridisierte, und in Hirn mRNAs von jeweils 4 kb und > 9 kb Lange. 

Beispiel 4 

RT-PCR 

Eine sensible Methode zur tjberprufung des Expressionsmusters bietet die RT-PCR (Reverse Transcription PGR). 

Dazu wurden 1 ug der jeweiligen Poly A + - RNA mit Hilfe von 400 U M-MLV Reverse Trans kriptase (Firma Gibco- 
BRL) in einem Gesamtvolumen von 30 ul in cDNA umgeschrieben. 1 ul davon wurde zur anschlieBenden PGR mit un- 
terschiedlichen Primerkombinationen eingesetzt. 

Die verwendeten PCR-Primer PI bis P7 sind in Tabelle 1 dargestellt. 

Tabelle 1 



Nummer 


Sequenz 

(Nucleotidpositton bezogen auf SEQ ID IMO.1) 


P1 


5'-CCAGCTGCTGCCAAATCC'3' (36-53) 


P2 


5'-CATCATGGTCATAGCTGC-3' (545-562) 


P3 


5'-AGCGTCTCATCGGTGTAC-3' {793-776, Ruckwartsprimer) 


P4 


5'-AACAGAAGTGGTAGGTGC-3' (1 080-1 063, Ruckwartsprimer) 


P5 


5'-AAAGGGACGGGAGGAAGC-3' (1 243-1 260) 


P6 


5'-CCAAAGTAGAAAACACTG-3' (1612-1 595, Ruckwartsprimer) 


P7 


5'-GCTTGTATGACACACACG~3' (21 50-21 33, Ruckwartsprimer) 



Es wurden mit PolyA + -RNA aus verse hiedenen Zellinien und Geweben RT-PCR-Experimente unter Verwendung ver- 
schiedener Primerkombinationen durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 2 dargestellt. 
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P17 


P33 


Per 


EM 


EJ28 


RT112 


E 


EE 


n 

PEE 




P1+P4 




n.g- 


n*g. 


n.g» 


n.g. 


n.g* 


n.g. 


n.g . 


n.g. 


10 

\$ 


P2+P6 




n.g. 


n.g. 


n.g. 


n.g. 


n.g. 


n.g. 


n.g. 


n.g . 


?? 15 

.'■■3 
• ! £ 




t 


n • g * 


n • y • 


31 • y • 


XI » y • 


li • y » 


n.g* 




Y~l ft 

n.g. 




P5+P6 








+ 






+ 




+ 


20 


P1+P3 








+ 






+ 


+ 


+ 



Primerkombination 

Endometriosezellinie EEC145T, Passage 17, invasiv 
Endomteriosezellinie EEC145T, Passage 33, nicht invasiv 
Peritoneumszellinie Per143T 
Endometriumgewebe 
invasive Blasenkarzinomzellinie 
nicht invasive Blasenkarzinomzeifinie 
Endometriumgewebe 

Endometriumgewebe einer Endometriosepatientin 
peritoneale Endometriosebiopsie 
nicht getestet 

Die RT-PCR Ergebnisse bestatigten die fiir Fragment 1 spezifische Expression in den fruhen Passagen (Passage 17, 
50 Passage 20) der Endometriosezellinie EEC 145P\ Abweichend zu den Northern Blot Analysen konnte zusatzlich eine 
schwache Expression im Endometrium gezeigt werden. 

Beispiel 5 

55 Herstellung der cDNA-Phagenbank EEC 14 

Die cDNA-Phagenbank EEC14 wurde nach der Methode von Short, J.M. et al. (1988) Nucleic Acids Res. 
16: 7583-7600, hergestellt. 

Zunachst erfolgte die Reverse Transkription von PolyA f ~RNA invasiver Zeilen (Passage 17) der epithelialen Endome- 
60 triosezellinie EEC! 45T + . Der hierzu verwendete Primer setzt sich aus einer Xhol-Schnittstelle sowie einer 18 Nukleotide 
langen poly(dT)-Sequenz zusarnmcn. Ein Adaptor, der eine EcoRI-Schnittstelle beinhaltet, wurde an die entstandenen 
cDNA-Fragmente ligiert. Die beiden Restriktionsschnittstellen eriauben eine gerichtete Insertion der cDNA-Fragmente 
in den ZAP Express™ Vektor. Inserts konnen in Form eines Kanarnycin-resistenten pBK CMV Phagemids aus dem Pha- 
gen herausgeschnitten werden. 



30 
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40 



45 
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Beispiel 6 
Phagenbankscreening 

Das DDRT-PCR-Fragment 1 (394 bp) wurde als Sonde verwendet, um 10 6 pfu (plaque fomiing units) der cDNA-Pha- 
genbank EEC 14 iaut Herstellerprotokoll (Firma Stratagene) zu durchmustem. Die Markierung der Sonde mit Digoxige- 
nin (Firma Boehringer Mannheim) erfolgte mit Hilfe der PCR. Die nach Infektion des Bakterienstamms XL1 blue MRF 
entstandenen Plaques wurden auf eine Nylonmembran iibertragen und auf dieser mit der o.g. Sonde hybridisiert Der 
Nachweis der hybridisierten T Digoxigenin-markierten Sonde erfolgte nach deni Chemilumineszenz-Protokoll der Firma 
Boehringer Mannheim. 

Positive Plaques wurden ausgewahlt und einem Re screening unterzogen. Die im Rescreening positiven Plaques wur- 
den zur Excision eingesetzt. Durch Herausschneiden des Vektoranteils aus dem Phage mittels Ex Assist Helferphagen 
entstanden Kanamycin-resistente pBK CMV Phagemide, die nach Verrnehrung im Bakterienstamm XLOLR™ isoliert 
und sequenziert werden konnten. Der isolierte Phagemidklon Q2A enthielt mit einer GroBe von 2,3 kb das langste Insert, 
dessen Sequenz bestimmt wurde und SEQ ID NO. 1 gezeigt ist. Die Sequenz des DDRT-PCR-Fragments 1 findet sich in 
den Nukleotiden 1235 bis 1628. 

Beispiel 7 
Southern blot Analyse 

10 ug genomische DNA von weiblichen und mannlichen Personen wurde mit unterschiedlichen Restriktionsendonu- 
kleasen geschnitten. Die Fragrnent e wurden im Agarosegel aufgetrennt und auf eine Nylonmembran iibertragen. Auf die- 
ser Membran erfolgte die Hybridisierung mit dem Digoxigenin markierten DDRT-PCR-Fragment 1. 

Die Hybridisierung konnte durch Chemilumineszenz laut Protokoll der Firma Boehringer nachgewiesen werden. Bei 
Venvendung unterschiedlicher Restriktionsendonukleasen wurde sowohl bei weiblichen als auch bei mannlichen DNA- 
Proben nur jeweils eine Bande detektiert. Dieses Ergebnis spricht dafur, daB das dem Fragment 1 zu Grunde liegende 
Gen ein singulares, geschlechtsunspezifisches Gen ist. Mittlerweile wurden mit dem DDRT-PCR-Fragment 1 zwei ge- 
nomische Klone PAC J1472 und PAC N1977 isoliert. 

Beispiel 8 

Fluorescence In Situ Hybridisation (FISH) 

Die in Beispiel 7 gewonnen genomischen Klone wurden mittels der Fluorescenz- in situ-Hybridisierung auf Chromo- 
sorn 1 (lp36) lokalisiert (Lichter et aL (1990), Science 247: 64-69). 

Beispiel 9 

Herstellung Fragment 1-spezifischer Antikorper 

Die Nukleotide 584 bis 909 der o.g. cDNA-Sequenz wurden iiber geeignete Restriktionsschnittstellen in den Expres- 
sionsvektor pMAL cRI kloniert. Zur Expression der Sequenz wurde das Konstrukt in E.coli DHS oc-Zellen transformiert. 
Das translatierte Proteinfragment wurde aus dem SDS-Polyacrylamid-Gel ausgeschnitten und zur Immunisierung yon 
Kaninchen eingesetzt. 
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(1) ALLGEMEINE ANGABEN: 
(i) ANMELDER: 

5 (A) NAME: Starzinski-Powitz , Anna, Prof. Dr. 

(B) STRASSE: Seisselstr. 9 

(C) ORT: Frankfurt 

(E) LAND : DE 

(F) POSTLEITZAHL: 60318 

10 (ii) BEZE I CHNUNG DER ERF INDUNG : Neues 

Endometriose-assoziiertes Gen 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 2 

3? 15 (iv) COMPUTER- LESBARE FAS SUNG : 



20 



25 



(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBS SYSTEM : PC-DOS /MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (EPA) 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 22 04 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) S TRANG FORM : beides 

(D) TOPOLOGIE : linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : CDNA 



30 



I (ix) MERKMAL: 



35 



40 



45 



50 



(A) NAME/ SCHLUSSEL : CDS 

(B) IiAGE : 3 . .911 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 

CC GCC CTC GTG CCC AAG GCA GGA CTG GCC AAG CCC CCA GCT GCT GCC 47 
Ala Leu Val Pro Lys Ala Gly Leu Ala Lys Pro Pro Ala Ala Ala 
1 5 10 . 15 

AAA TCC AGC CCT TCC CTC GCC TCT TCG TCC TCG TCC TCG TCC TCC GCG 95 
Lys Ser Ser Pro Ser Leu Ala Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ala 

20 25 30 

GTG GCC GGT GGG GCC CCG GAG CAG CAG GCC CTC CTG AGG AGG GGC AAG- 143 
Val Ala Gly Gly Ala Pro Glu Gin Gin. Ala Leu Leu Arg Arg Gly Lys 

35 40 45 . 

AGG CAC CTG CAG GGG GAC GGT CTC AGC AGC TTC GAC TCC AGA GGC AGC 191 
Arg His Leu Gin Gly Asp Gly Leu Ser Ser Phe Asp Ser Arg Gly Ser 
50 55 60. 



CGG CCC ACC ACA GAG ACT GAG TTC ATC GCC TGG GGG CCC ACG GGG GAC 239 
Arg Pro Thr Thr Glu Thr Glu Phe lie Ala Trp Gly Pro Thr Gly Asp 
55 65 70 75 

GAG GAG GCC CTG GAG TCC AAC ACA TTT CCG GGC GTT TAC GGC CCC ACC 287 
Glu Glu Ala Leu Glu Ser Asn Thr Phe Pro Gly Val Tyr Gly Pro Thr 
80 85 90 95 



60 



ACG GTC TCC ATC CTA CAA ACA CGG AAG ACA ACT GTG GCC GCC ACC ACC 335 
Thr Val Ser lie Leu Gin Thr Arg Lys Thr Thr Val Ala Ala Thr Thr 

100 105 110 



65 
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ACC ACC ACC ACC ACG GCC ACC CCC ATG ACG CTG CAG ACT AAG GGG TTC 
Thr Thr Thr Thr Thr Ala Thr Pro Met Thr Leu Gin Thr Lys Gly Phe 

115 120 125 

ACC GAG TCC TTG GAT CCC CGG AGA AGG ATC CCA GGT GGG GTT AGC ACA 
Thr Glu Ser Leu Asp Pro Arg Arg Arg lie Pro Gly Gly Val Ser Thr 
130 135 140 

ACG GAG CCT TCC ACC AGT CCC AGC AAC AAC GGG GAA GTC ACC CAG CCC 
Thr Glu Pro Ser Thr Ser Pro Ser Asn Asn Gly Glu Val Thr Gin Pro 
145 150 155 

CCA AGG ATT CTG GGG GAG GCC TCA GGT CTG GCT GTC CAT CAG ATC ATC 
Pro Arg lie Leu Gly Glu Ala Ser Gly Leu Ala Val His Gin lie lie 
160 165 170 175 

ACC ATC ACC GTC TCC CTC ATC ATG GTC ATA GCT GCT CTC ATC ACA ACT 
Thr lie Thr Val Ser Leu He Met . Val He Ala Ala Leu He Thr Thr 

180 185 190 

CTT GTC TTA AAA AAT TGC TGT GCC CAA AGC GGG AAC ACT CGT CGG AAC 
Leu Val Leu Lys Asn Cys Cys Ala Gin Ser Gly Asn Thr Arg Arg Asn 

195 200 205 

AGC CAC CAG CGG AAG ACC AAC CAG CAG GAG GAG AGC TGC CAG AAC CTC 
Ser His Gin Arg Lys Thr Asn Gin Gin Glu Glu Ser Cys Gin Asn Leu 
210 215 220 

ACG GAC TTC CCC TCG GCC CGG GTG CCC AGC AGC CTG GAC ATA TTC ACG 
Thr Asp Phe Pro Ser Ala Arg Val Pro Ser Ser Leu Asp He Phe Thr 
225 230 235 

GCC TAT AAC GAG ACC CTG CAG TGT TCT CAC GAG TGC GTC AGG GCA TCT 
Ala Tyr Asn Glu Thr Leu Gin Cys Ser His Glu Cys Val Arg Ala Ser 
240 245 250 255 

GTG CCC GTG TAC ACC GAT GAG ACG CTG CAC TCG ACG ACG GGG GAG TAC 
Val Pro Val Tyr Thr Asp Glu Thr Leu His Ser Thr Thr Gly Glu Tyr 

260 265 270 

AAA TCC ACA TTT AAT GGA AAC CGA CCC TCC TCT TCT GAT CGG CAT CTT 
Lys Ser Thr Phe Asn Gly Asn Arg Pro Ser Ser Ser Asp Arg His Leu 

275 280 285 

ATT CCT GTG GCC TTC GTG TCT GAG AAA TGG TTT GAA ATC TCC TGC TGA 
He Pro Val Ala Phe Val Ser Glu Lys Trp Phe Glu He Ser Cys * 
290 295 300 

CTGGCCGAAG TCTTTTTTAC CTCCTGGGGG C AGGG CAG AC GCCGTGTGTC TGT TTC ACG G 

ATTCCGTTGG TGAACCTGTA AAAACAAAAC AAACAAAACA AAACAAAAAA GACAAAACCT 

AAAAC TGAGC TATCTAAGGG GGAGGGTCCC CGCACCTACC ACTTCTGTTT GCCGGTGGGA 

AACTCACAGA GCAGGACGCT CTAGGCCAAA TCTATTTTTG TAAAAATGCT C ATG C C T ATG 

GGTGACTGCC TTCTCCCAGA GTTTTCTTTG GAGAACAGAA AGAAGAAAGG AAAGAAAGGA 

ACCAGAGGCA GAGAGACGAG GATACCCAGC GAAAGGGACG GGAGGAAGCA TCCGAAACCT 

AGGATTCGTC CTACGATTCT GAACCTGTGC C AAT AAT AC C ATTATGTGCC ATGTACTGAC 

CCGAAAGGCT CGGCCACAGA GCCGGGGCCC AGC G AAT CAC GCAGAGAAAT CTTACAGAAA 

ACAGGGGTGG GAATCTCTTC CGAT AG AGT C GCTATTTCTG GTTAATATAC ATATATAAAT 

ATATAAATAC AAACACACAC ACACACTTTT TTTGTACTGT AGCAATTTTT G AAG AT C T T A 



AATGTTCCTT TTTAAAAAAA AGAATTGTGT TATAGGTTAC AAAATCTGAT TTATTTAACA 
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TGCTTAGTAT GAGCAGAATA AACCAGTGTT TTCTACTTTG GCAACTCACG TCACACACAT 1631 

ATTACACACA TGTGCGCATA CACACACACA ATACACATAT ATG CAT AT AG ACGCATCTAT 1691 

TGGAAATGCA GTTCCACAGG TGAGCATGTT CTTTCTGGTG ACCTGGTATT CCATCACCAT 1751 

TCACCCCAGG GGACAGCCTC GACCGAGACA AGGAGGCCCT TAAATGACAG CCTGCATTTG 1811 

CTAGACGGTT GGTGAGTGGC ATCAAATGTG TGACTTACTA TCTTGGGCCA GAACTAAGAA 1871 

TGCCAAGGTT TTATATATGT GTGTATATAT ATATATATAT ATATATATAT ATGTTTGTGT 1931 

GTGTATATAT ATATATATAT ATATATGTTT GTGTGTGTAT ATATATGTTT GTGTATATAT 1991 

15 ATACACATAT GCATACATAT GATTTTTTTT TTTTCATTTA AGTGTTGGAA GATGCTACCT 2051 

AACAGCCACG TTCACATTTA CGTAGCTGGT TGCTTACAAA CGGGCCTGAG CCCCTGGTTG 2111 

GGTGGGTGGT GGATTCTTGG ACGTGTGTGT CATACAAGCA TAGACTGGAT TAAAGAAGTT 2171 

TTCCAGTTCC AAAAATTAAA GGAATATATC CTT 22 04 



20 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

25 (i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 3 03 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

3() - (ii) ART DES MOLEKULS : Protein 

§ (xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 

Ala Leu Val Pro Lys Ala Gly Leu Ala Lys Pro Pro Ala Ala Ala Lys 
15 10 15 

35 

Ser Ser Pro Ser Leu Ala Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ala Val 

20 25 30 

Ala Gly Gly Ala Pro Glu Gin Gin Ala Leu Leu Arg Arg Gly Lys Arg 
35 40 45 

His Leu Gin Gly Asp Gly Leu Ser Ser Phe Asp Ser Arg Gly Ser Arg 
50 55 60 

Pro Thr Thr Glu Thr Glu Phe lie Ala Trp Gly Pro Thr Gly Asp Glu 
45 gs 70 75 SO 

Glu Ala Leu Glu Ser Asn Thr Phe Pro Gly Val Tyr Gly Pro Thr Thr 

85 90 95 



40 



50 



55 



60 



65 



Val Ser He Leu Gin Thr Arg Lys Thr Thr Val Ala Ala Thr Thr Thr 

100 105 110 

Thr Thr Thr Thr Ala Thr Pro Met Thr Leu Gin Thr Lys Gly Phe Thr 
115 120 125 

Glu Ser Leu Asp Pro Arg Arg Arg He Pro Gly Gly Val Ser Thr Thr 
130 135 140 

Glu Pro Ser Thr Ser Pro Ser Asn Asn Gly Glu Val Thr Gin Pro Pro 
145 150 155 ISO 

Arg He Leu Gly Glu Ala Ser Gly Leu Ala Val His Gin He He Thr 

165 170 175 

He Thr Val Ser Leu lie Met Val He Ala Ala Leu He Thr Thr Leu 

180 185 190 



10 



DE 198 24 230 Al 



Val Leu Lys Asn 
195 

His Gin Arg Lys 
210 

Asp Phe Pro Ser 
225 

Tyr Asn Glu Thr 



Pro Val Tyr Thr 

260 

Ser Thr Phe Asn 
275 

Pro Val Ala Phe 
290 



Cys Cys Ala Gin 

200 

Thr Asn Gin Gin 
215 

Ala Arg Val Pro 
230 

Leu Gin Cys Ser 
245 

Asp Glu Thr Leu 



Gly Asn Arg Pro 

280 

Val Ser Glu Lys 
295 



Ser Gly Asn Thr 



Glu Glu Ser Cys 

220 

Ser Ser Leu Asp 
235 

His Glu Cys Val 
250 

His Ser Thr Thr 
265 

Ser Ser Ser Asp 



Trp Phe Glu lie 

300 



Arg Arg Asn Ser 
205 

Gin Asn Leu Thr 



lie Phe Thr Ala 

240 

Arg Ala Ser Val 
255 

Gly Glu Tyr Lys 
270 

Arg His Leu He 
285 

Ser Cys * 



Patentanspriiche 

1. Nukleinsaure, dadurch gekennzeichnet, daB sie 

(a) die in SEQ ID NO. 1 dargestellte Nukleotidsequenz oder einen Protein-kodierenden Abschnitt davon, 

(b) eine der Sequenz aus (a) im Rahmen der Degeneration des genetischen Codes entsprechende Nukleotidse- 
quenz oder 

(c) eine mit den Sequenzen aus (a) und/oder (b) unter stringenten Bedingungen hybridisierende Nukleotidse- 
quenz umfaBt, 

mit der MaBgabe, daB die Nukleinsaure verschieden ist von den mit den Zugangsnummern Z98886, Ac0030l7, 
Aa452993 und Aa452856 in der Datenbank EMBL EST angegebenen Sequenzen. 

2. Nukleinsaure nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB sie einen Protein-kodierenden Abschnitt der in 
SEQ ID NO. 1 dargestellten Nukleotidsequenz umfaBt. 

3. Nukleinsaure nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB sie eine Homologie von mehr als 80% zu der in 
SEQ ID NO. 1 dargestellten Nukleotidsequenz oder einem Abschnitt davon aufweist. 

4. Nukleinsaure nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB sie fiir ein mit invasiven Prozes- 
sen assoziiertes Polypeptid oder einen Abschnitt davon kodiert. 

5. Modifizierte Nukleinsaure oder Nukleinsaureanalogon, die/das eine Nukleotidsequenz nach einem der Ansprii- 
che 1 bis 4 umfaBt. 

6. Polypeptide dadurch gekennzeichnet, daB es von einer Nukleinsaure nach einem der Anspruche 1 bis 4 kodiert 
ist, wobei die MaBgabe von Anspruch 1 nicht zu berucksichtigen ist. 

7. Polypeptid nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB es 

(a) die in SEQ ED NO. 2 dargestellte Aminosauresequenz oder 

(b) eine Homologie von mehr als 70% zu der Aminosauresequenz gemaB (a) aufweist. 

8. Modifiziertes Polypeptid, das eine Aminosauresequenz nach Anspruch 6 oder 7 umfaBt. 

9. Peptid, dadurch gekennzeichnet, daB es einen mindestens 10 Aminosauren langen Abschnitt der in SEQ ID NO. 
2 dargestellten Aminosauresequenz darstellt. 

10. Vektor, dadurch gekennzeichnet, daB er mindestens eine Kopie einer Nukleinsaure nach einem der Anspruche 1 
bis 4 oder einen Abschnitt davon aufweist. 

1 1 . Vektor nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daB er die Expression der Nukleinsaure in einer geeigneten 
Wirtszelle ennoglicht. 

12. Zelle, dadurch gekennzeichnet, daB sie mit einer Nukleinsaure nach einem der Anspruche 1 bis 4 oder einem 
Vektor nach Anspruch 10 oder 11 transformiert ist. 

13. Antikorper gegen ein Polypeptid nach einem der Anspruche 6 bis 8 oder gegen ein Peptid nach Anspruch 9. 

14. Antikorper nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, daB er gegen das gesamte Polypeptid oder gegen ein 
Fragment davon ausgewahtt aus einem Abschnitt der Aminosauren 1 bis 302 aus SEQ ED NO. 2 gerichtet ist. 

15. Pharrnazeutische Zusarnmensetzung, dadurch gekennzeichnet, daB sie als aktive Komponente umfaBt; 

(a) eine Nukleinsaure nach einem der Anspruche 1 bis 5, wobei die MaBgabe von Anspruch 1 nicht zu beruck- 
sichtigen ist, 

(b) einen Vektor nach Anspruch 10 oder 11, 

(c) eine Zelle nach Anspruch 12, 

(d) ein Polypeptid nach einem der Anspruche 6 bis 8, 

(e) ein Peptid nach Anspruch 9 und/oder 

(f) einen Antikorper nach Anspruch 13 oder 14. 

16. Zusarnmensetzung nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, daB sie weiterhin pharmazeutisch iibliche Tra- 
ger-, Hilfs- und/oder Zusatzstofte enthalt. 

17. Verwendung eines Polypeptids nach einem der Anspruche 6 bis 8 oder von Fragmenten dieses Polypeptids als 
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Immunogen zur Herstellung von Antikorpern. 

18. Verwendung einer Zusammensetzung nach Anspruch 15 oder 16 zur Diagnostik von Erkrankungen, die mit in- 
vasiven Prozessen zusammenhangen. 

19. Verwendung einer Zusammensetzung nach Anspruch 15 oder 16 zur Diagnostik einer Predisposition fur Er- 
krankungen, die mit invasiven Prozessen zusammenhangen. 

20. Verwendung einer Zusammensetzung nach Anspruch 15 oder 16 zur Therapie oder Prevention von Erkrankun- 
gen, die mit invasiven Prozessen zusammenhangen. 

21 . Verwendung einer Zusammensetzung nach Anspruch 15 oder 16 zur Diagnostik, Therapie oder Prevention von 
Endometriose. 

22. Verwendung einer Zusammensetzung nach Anspruch 15 oder 16 zur Diagnostik, Therapie oder Prevention von 
Tumorerkrankungen. 

23. Verwendung einer Zusammensetzung nach Anspruch 15 oder 16 als Mittel fur die Gentherapie. 

24. Verwendung einer Zusammensetzung nach Anspruch 15 oder 16 als A nti sense- Inhibitor. 

25. Verwendung einer Zusammensetzung nach Anspruch 15 oder 16 bei der Implantation von Embryonen. 

26. Verwendung einer Zusammensetzung nach Anspruch 15 oder 16 zur Identifizierung von Inhibitoren von einem 
Polypeptid nach einem der Anspruche 6 bis 8 und/oder von Inhibitoren von Molekiilen, welche in der Lage sind, an 
das Polypeptid zu binden. 
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